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（Hepatocytic parental progenitor cells, HPPCs）が存在することを報告した。HPPCs
は Matrigel 上で 50回以上分裂可能であり、4 回以上継代培養出来る。継代培養後も肝細
胞の基本的な機能を維持し、成熟化誘導が可能である。本研究はMatrigel中の主な ECM




と SH コロニーが形成される。分離した SH コロニーから CD44 陽性細胞を MACS 法を
用いて分取し、Matrigel をコートした培養皿に播種して最大 28 日間培養した。この継代
培養細胞を用いて以下の点について検討した。LN111 との比較のため Matrigel 及び
LN511（E8フラグメント。以下、LN511と表記）を用いた。 
（1）LN111 接着細胞及び形成コロニーの形態については初代継代培養細胞を LN111、
Matrigel、及び LN511をコートした 12ウェルプレートに播種し、播種 3時間後、1日後、
及び 7日後の細胞について検討した。 




quantitative reverse transcription-PCR（qRT-PCR）法で詳細に解析した。 
（3）Integrin 遺伝子及びタンパク質の発現を、Microarray、RT-PCR、qRT-PCR、及び
免疫染色法を用いて解析した。免疫染色については LN111、Matrigel、及び LN511 上で
14日間培養した 2代継代培養細胞コロニーの Integrin 61、4、及び3、並びにHNF-4
の発現について二重蛍光免疫染色法で検討した。 
（4）Integrin 61高発現及び低発現細胞をフローサイトメトリー法を用いて分取した。
分取した細胞の LN111、Matrigel、及び LN511 上での細胞接着及びコロニー形成を検討
した。さらに抗 Integrin 3抗体を用いて、Integrin 61高発現細胞を更に分画した。分
画した細胞を LN111 上に播種し、接着率とコロニー形成能を検討し、蛍光免疫染色で肝
細胞特異的タンパクの Albumin及び HNF-4の発現を調べた。 
（5）LN111及び Integrin 1に対する中和抗体処置による HPPCsの接着とコロニー形成
への影響について検討した。 
（6）LN111、Matrigel、及び LN511 上に播種し 14 日間培養した細胞コロニーに
5%Matrigel 含入培地を重層し、更に 7 日間培養し成熟化を誘導した。Fluorescein 
Diacetate (FD)を処置し毛細胆管に排泄された Fluorescein を蛍光顕微鏡下で撮影した。


















EpCAM は、LN511 接着細胞で LN111 接着細胞よりも高い傾向を示したが、肝幹細胞に
発現する遺伝子の c-Kit及び CD24は LN111接着細胞と LN511接着細胞との間で発現に
違いは認められなかった。肝細胞特異的な遺伝子の Alb、HNF-4及び C/ebpについて




LN111接着細胞と LN511接着細胞は LNのレセプターである Integrinの発現パターン
が異なると推測された。網羅的遺伝子発現解析では、LN111 接着細胞は LN511 接着細胞
とは異なる遺伝子発現を示す一方で、Matrigel接着細胞とは近似していた。RT-PCR法で
調べたところ、すべての ECM接着細胞で Integrin 1が発現していた。LN111接着細胞
では Integrin 1、5、v、及び3が、LN511接着細胞で Integrin 3、6、及び4が
高発現していた。LN のレセプターとしては Integrin 31、61、64、及び71 が
知られており、その構成成分の Integrin 3、6、7、1及び4について qRT-PCR法で
相対的な遺伝子発現を調べた。LN511 接着細胞では LN111 接着細胞よりも Integrin 6
及び4が高発現していた。一方、LN111接着細胞では LN511接着細胞よりも Integrin 1












61 高発現細胞の方が低発現細胞よりも接着した。Integrin 61 高発現細胞は LN111
及び Matrigel 上で典型的な HPPCs のコロニーを形成したのに対し、LN511 では形成し
なかった。Integrin 61低発現細胞はいずれの ECMでもコロニーは形成されなかった。 
抗 Integrin 3抗体と抗 Integrin 61抗体を用いて、細胞の性質を更に解析したとこ
ろ、Integrin 61高発現細胞は、Integrin 3高発現細胞と低発現細胞に分けることが出
来た。Integrin 3 高発現61 高発現細胞、Integrin 3 低発現61 高発現細胞、及び
Integrin 61低発現細胞を LN111に播種したところ接着率はそれぞれ約 5%、1.5%、及






では接着への影響はなかった。Integrin 1 に対する中和抗体処置により、LN111 及び
Matrigelでは HPPCs のコロニー形成数が減少したが、LN511では変化が認められなかっ





立体的な構造を形成した。一方、LN511 上で培養した細胞は Matrigel 重層により縮小し
た。FDを処置したところ、Matrigelを重層していない LN111及びMatrigel 上の細胞で
は、FD の蛍光代謝物の Fluorescein は細胞質に認められたが、毛細胆管への排泄はみら
れなかった。一方、Matrigelを重層すると Fluoresceinは毛細胆管に排泄された。 
Matrigelを重層した LN111及びMatrigel上で培養した細胞では、肝細胞特異的な Alb、






唆された。一方で、LN111 非接着の細胞が LN511 に接着し、7 日間培養後に大型の細胞
質を持つ細胞で構成されるコロニーを形成した。網羅的遺伝子発現解析では LN111 接着
細胞と LN111非接着の LN511接着細胞との遺伝子発現パターンが異なっていた。LN511
上には HPPCs の小型の形態を持つ細胞の接着が認められなかったことから、HPPCs は
LN接着細胞に含まれ、LN非接着の L接着細胞は HPPCs が産生する娘細胞で
構成されていると考えられた。 
フローサイトメトリー法により分取された Integrin 3高発現61高発現細胞はLN111
上で HPPCs のコロニーを形成した。Integrin 3 は鎖との組み合わせとして Integrin 




Integrin 1及び LN111に対する中和抗体処置により、LN111での HPPCsの接着及び
コロニー形成が抑制された。これらの結果から HPPCsは Integrin 31及び61を発現
し、LN111と結合して Integrin 1を介したシグナルを受けることで、自己複製能を維持
していると考えられた。免疫染色では LN111で培養後の細胞に Integrin 3及び61の
発現がみられており、LN111上で培養後も Integrinの発現を維持している HPPCsが存在
すると考えられた。 
LN111 上で培養したコロニーは Matrigel 重層により 3 次元構造化し、毛細胆管を形成
した。また肝細胞特異的な遺伝子の増加が認められていることから、LN111上で培養する
とHPPCsの成熟化能は維持されることが示唆された。 
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論文題名 
Self-renewal capability of hepatocytic parental progenitor cells derived 
from adult rat liver is maintained long term when cultured on laminin 111 




る。HPPCs は、Integrin 3 及び61 を共に高発現する細胞として選択的に分離可能で
あり、抗 Integrin 1及び抗 LN111中和抗体により、コロニー形成能が阻害されることか
ら、HPPCsの自己複製能は LN111上で Integrin 1を介したシグナルにより維持されて
いることが分かった。LN111上で継代培養した HPPCsは、Matrigelにより成熟化を誘導
することが可能で、胆汁排泄能を有するオルガノイドを形成する。本研究で確立した肝前
駆細胞の培養法は、成分が分かった無血清培地を用いており、ヒト肝組織から HPPCsを分
離できれば、ヒトへの応用が期待できる。本研究は、ラット肝前駆細胞の同定と新たな継
代培養法を確立した優れた研究であり、その成果は、肝細胞移植療法の開発にも応用可能
と認められる。 
以上の結果より、本研究は医学博士授与に値する研究成果であるとの評価を審査委員全員
より頂いた。 
 
 
 
 
 
